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Il Microbiota intestinale nel trapianto allogenico di cellule staminali 
emopoietiche: revisione sistematica della letteratura 
Introduzione 
 
I microrganismi che vivono in associazione con il corpo umano sono collettivamente 
chiamati microbiota. Gli esseri umani condividono una stretta relazione simbiotica 
con ~ 10 - 100 trilioni di microbi che vivono nel loro tratto gastrointestinale. I 
progressi nelle tecniche biologiche, in particolare l'introduzione del sequenziamento 
massivo di nuova generazione (NGS), ha permesso di meglio caratterizzare la 
composizione e la complessità del microbiota intestinale (MI) identificando taxon 
batteriche che non sono facilmente coltivabili in vitro.
1-3
  
Il microbiota svolge un ruolo importante nel mantenimento della salute umana e nella 
patogenesi di numerose malattie. In particolare il MI si occupa di numerose funzioni 
all’interno dell’organismo mano tra cui, la raccolta e lo stoccaggio di energia4, limita 
l'accesso degli enteropatogeni al tratto gastrointestinale
5
, e influenza immunità 
dell'ospite, essendo strategico per l'istruzione e la salvaguardia dell’omeostasi del 
sistema immunitario.
6,7
 Considerando lo stretto dialogo tra MI e il sistema 
immunitario, il ruolo del MI nel trapianto di cellule staminali ematopoietiche è stato 
recentemente oggetto di valutazione (TCSE). Nuove conoscenze sono state raggiunte 
nel corso degli ultimi anni sul ruolo del MI nel recupero immunitario dopo il trapianto 
e l'insorgenza d’infezioni e graft versus host disease acuta (GvHD).  
In questa revisione aggiornata della letteratura abbiamo riassunto le conoscenze sul 
ruolo del MI nell’omeostasi del sistema immunitario ed in particolare sull’impatto del 
MI sull'esito TCSE. 
 
 
Approccio metodologico alla caratterizzazione del microbiota 
intestinale 
Negli ultimi anni, sono stati sviluppati nuovi e promettenti approcci coltura-
dipendenti per la caratterizzazione del MI, permettendo di aumentare le frazioni 
coltivabili dell'ecosistema fino al 50%.
8
 Tuttavia, è un dato di fatto che, al giorno 
d'oggi, il metodo di elezione per condurre uno studio sul MI rimane ancora il 
sequenziamento del DNA microbico estratto da campioni fecali
9
, l'unico approccio 
che consente di rivelare tutta la complessità biologica dell'ecosistema. Il 
sequenziamento massivo del DNA microbico è principalmente svolto da tecnologie 
basate sul sequenziamento di nuova generazione (NGS), essenzialmente le 
piattaforme 454-pirosequenziamento, Illumina e Ion Torrent NGS. Tutte queste 
tecnologie fondono basso costo per sequenza con elevato rendimento sequenziamento 
di frammenti di DNA brevi. Il limite principale di queste piattaforme NGS è la 
lunghezza corta dei frammenti di DNA sequenziati, che oscilla tra 100 e 400 bp. 
Tuttavia, le metodologie di sequenziamento di terza generazione stanno emergendo, 
come la PacBio e Minion, che consentono l'aumento della lunghezza del DNA 
sequenziato fino a 20kb. La valutazione molecolare del MI umano si basa 
principalmente su due approcci di NGS del DNA microbico, la sequenza delle regioni 
V3-V4 del gene 16S rDNA, che permettono di ricostruire la struttura filogenetica 
dell'ecosistema, e il sequenziamento shotgun metagenoma del DNA batterico, per la 
caratterizzazione della sua configurazione funzionale in termini di contenuto di geni. 
La descrizione della struttura del MI mediante sequenziamento del 16S rDNA 
comporta una pipeline solida e ben consolidata: l'estrazione del DNA nelle feci, 
l’amplificazione PCR della regione V3-V4 del 16S rDNA, la preparazione della 
biblioteca, il sequenziamento del DNA, la bioinformatica e le analisi biostatistica. La 
piattaforma NGS per sequenziamento del 16S rDNA fornita da Illumina, permette il  
multiplex 364 campioni in un unico passaggio al fine di ottenere una copertura di 
almeno 20.000 letture del campione, sufficiente a identificare la diversità complessiva 
dell’ecosistema.10 Al fine di ricavare la composizione del MI attraverso l’analisi della 
regione 16S rDNA, è generalmente utilizzato l’open source pipeline QIIME.11 Oltre a 
fornire la struttura dell'ecosistema MI a diversi livelli filogenetici (da phylum fino al 
livello di genere), la pipeline QIIME permette di calcolare la diversità interindividuale 
(alpha-diversità) e la diversità intraindividuale (beta-diversità) dell'ecosistema. 
Entrambi i parametri sono fattori chiave per descrivere la configurazione 
dell'ecosistema microbico intestinale, il primo è il fattore più rilevante per definire 
una disbiosi del MI, che è sempre caratterizzata da una riduzione della dversità 
dell'ecosistema.
12
 Il secondo è un fattore fondamentale per descrivere e quantificare le 
differenze di composizione complessive tra gruppi di soggetti, come ad esempio in 
studi caso-controllo che esplorano le deviazioni compositivi MI-associati. 
Con il NGS del DNA microbico estratto da campioni fecali è possibile inoltre 
caratterizzare metagenoma del MI, definito come il contenuto globale del genoma dei 
microbi del MI. Per la caratterizzazione metagenomica del MI almeno 5 milioni di 
letture del campionario devono essere fornite, garantendo una copertura sufficiente 
del metagenoma. I metagenomi sequenziati possono essere valutati da due approcci 
complementari.
13-16
 Il primo coinvolge l’analisi delle sequenze utilizzando Meta-
Velluto, mentre il secondo si basa sulla mappatura diretta delle letture utilizzando 
specifici algoritmi SSAHA2 o MetaCB.  
Anche se può essere necessario uno sforzo di sequenziamento gigante, la 
caratterizzazione del MI permette di fornire utili informazioni sulla configurazione 
funzionale dell'ecosistema, che può essere facilmente tradotta nella propensione 
metabolica generale. Un'alternativa che rappresenta il modo più economico per 
valutare la struttura funzionale del MI è la valutazione  metagenomica da PICRUSt.
17
 
Si tratta di un approccio completamente computazionale che sfrutta un database di 
genomi batterici sequenziati per estrapolare un metagenoma virtuale da dati 
composizionali basati sulla lettura delle sequenze 16S rDNA. Uno degli obiettivi 
principali degli studi del MI umani è quello di descrivere le differenze di 
composizione MI / funzionali tra gruppi di soggetti, come controlli sani vs pazienti. 
Inoltre, un altro obiettivo generale per gli studi MI è quello di scoprire le associazioni 
tra i componenti del MI e funzioni e salute dell'ospite, parametri biochimici o fattori 
ambientali. Questi obiettivi sono generalmente ottenuti con robusti metodi biostatistici 
che possono essere generalmente valutati in piattaforma R utilizzando i software 
Vegan e Made4.
18
 In particolare, le differenze di struttura tra i gruppi di MI possono 
essere valutate sulla base di analisi di associazione e di correlazione di Spearman. E’ 
inoltre possibile identificare i microrganismi responsabili di tali differenze applicando 
test non parametrici per l'analisi della varianza (es. test di Wilcoxon o test di Kruskal-
Wallis). Infine, le correlazioni tra la struttura MI e parametri ambientali o di salute 
sono generalmente valutate dal test di correlazione di Kendall. 
 
Il rapporto tra le difese dell’ospite e il microbiota intestinale 
La barriera gastrointestinale  
La barriera gastrointestinale è la più grande superficie del corpo umano in relazione 
con l'ambiente esterno e in particolare con i batteri commensali. Oltre al ruolo di 
assorbimento effettuato dagli enterociti, le cellule epiteliali intestinali specializzate 
(CEI) sono fornite diverse funzioni. Queste cellule interagiscono con i segnali 
ambientali per la regolamentazione della colonizzazione microbica, per la funzione di 
barriera e per le risposte immunitarie delle mucose. Infatti, le cellule epiteliali 
intestinali, le cellule caliciformi secretorie e le cellule Paneth, attraverso la produzione 
di uno strato mucoso apicale, la secrezione di proteine antimicrobiche (AMP) e la 
transcitosi di IgA secretorie, controllano il MI e modulano la funzione del sistema 
immunitario adeso alla mucosa.
19,20 
Le proteine antimicrobiche riconoscono 
caratteristiche altamente conservate ed essenziali della biologia batterica. Ad esempio, 
gli enterociti producono AMP, come REGIIIα, mentre le cellule Paneth secernono 
defensine, catelicidine e lisozima.
20,21
 Tutti questi AMP consentono la regolazione del 
MI e limitano l’accesso dei batteri intestinali alla superficie della mucosa. Attraverso 
una stretta collaborazione tra CEI e le plasmacellule presenti nella lamina propria i 
complessi di IgA vengono trasportati attraverso la barriera epiteliale nel lume 
intestinale.
22
 Questa cooperazione tra cellule B IgA-secernenti e CEI fornisce una 
componente strategica del sistema immunitario adattativo alla barriera epiteliale per 
regolare popolazioni batteriche commensali.
23
  
 
La relazione tra il sistema immunitario dell’ospite e il microbiota 
intestinale 
La composizione e i prodotti del MI possono essere considerati un'estensione del sé e 
avere effetti imprevisti sul sistema immunitario. Ad esempio, due organismi 
geneticamente identici, es. come topi inbred, possono avere risposte metaboliche ed 
infiammatorie differenti a seconda della struttura del loro microbiota.
24
 In una 
condizione di relazione mutualistica e di omeostasi immunitaria, i componenti del MI 
comunicano con l'epitelio intestinale e con il tessuto linfoide sottostante ('batterica-
epiteliale crosstalk') favorendo una normale funzione del sistema immunitario.
25
 Al 
contrario, le disbiosi del MI compromettono questa interazione e possono innescare, o 
predisporre a, diverse malattie infiammatorie, come malattie infiammatorie intestinali, 
asma, artrite autoimmune, e il diabete. 
26-29
 Nel lume intestinale si realizza un legame 
complesso su più livelli tra il sistema immunitario e la microflora. La risposta del 
sistema immunitario può essere mediata dal riconoscimento di ligandi microbici da 
parte delle cellule epiteliali intestinali, oppure da una interazione diretta tra le cellule 
del sistema immunitario e i microrganismi luminali o da una interazione mediata dal 
riconoscimento dei componenti della cellula microbica, oppure durante l'interazione 
con i prodotti finali del metabolismo microbico, quali gli acidi grassi a catena corta 
(SCFA) come acetato, propionato e butirrato. L’equilibrio finale tra tutti questi segnali 
può favorire la tolleranza immunitaria o una risposta immunitario pro-
infiammatoria.
30
  
CEI fungono da sensori di prima linea per i microbi attraverso il riconoscimento dei 
ligandi microbici di recettori di riconoscimento indipendenti dall’antigene (PRR). 
PRR sono recettori trans-membrana o intra-citoplasmatici, che riconoscono 
specificamente e si legano a ligandi distintivi microbici, noti come pattern molecolari 
associati ai micorbi (MAMPs), esempi sono il lipopolisaccaride, la flagellina e i 
peptidoglicani. I PRR più studiati sono i recettori Toll-like (TLR). Oltre a CEI, i TLR 
sono anche espressi sulle cellule del sistema immunitario innato (macrofagi e cellule 
dendritiche), sulle cellule del sistema immunitario adattativo (cellule T e B). Le 
conseguenze funzionali dell’attivazione dei TLR dipendono in larga misura dal tipo di 
cellula di risposta e dal sito della cellula in cui si verifica il legame. A differenza di 
agenti patogeni che utilizzano le vie TLR per innescare processi infiammatori, i 
batteri commensali sfruttano la via TLR per mantenere l’omeostasi intestinale.31,32 
L’attivazione dei TLR induce la secrezione di fattori di citoprotettivi da parte delle 
CEI, es. TGFβ, che a sua volta suscita fenotipi tollerogenici sulle cellule dendritiche 
DC (DC).
33
 Cellule dendritiche attivate tramite i TLR secernono IL-10, che si traduce 
in una risposta immunitaria dominata dalla presenza di linfociti Treg. 
L’epitelio intestinale include CEI specializzate, chiamate cellule microfold (cellule 
M), che campionano gli antigeni luminali e i microorganismi intatti per presentarli 
alle DC.35 Le cellule M sono concentrate nell'epitelio intestinale in diretto contatto 
con la superficie luminale e che riveste le strutture linfoidi intestinali, comprese le 
placche di Peyer e i follicoli linfoidi isolati.
36
 Inoltre DCs possono anche campionare 
direttamente i batteri commensali nel lume intestinale, penetrando attraverso la 
giunzioni presenti tra le cellule epiteliali e successivamente presentando i prodotti 
batterici presentarli al sistema immunitario intestinale associato all’intestino e 
deputato a mantenere l’omeostasi immunistaria.37,38 Questo campionamento è mediato 
dal riconoscimento dei batteri commensali da una vasta gamma di PRR, diversi dal 
TLR. Un esempio DC-specifico è il recettore chiamato DC-SIGN che riconosce 
MAMPS sul microbiota. L'attivazione di DC-SIGN è associata al legame con batteri 
commensali come Lactobacillus reuteri e L. casei, capaci di guidare la 
differenziazione delle cellule TH naive in cellule Treg. A loro volta i Treg producono 
IL-10 e pertanto sono in grado di inibire la proliferazione delle cellule T in un maniera 
IL-10 dipendente.
39
  
Le specie batteriche comunicano con il sistema immunitario attraverso i loro 
metaboliti e influenzando la risposta immunitaria.
40
 Gli SCFA sono uno degli esempi 
più chiari di come la dieta e il microbiota si combinano per modulare le risposte 
immunitarie. Gli SCFA rappresentano i prodotti finali della fermentazione microbica 
dei polisaccaridi vegetali complessi, che non possono essere digeriti dai soli esseri 
umani perché i nostri genomi non codificano un repertorio adeguato d’idrolasi.41  
Specifici sottoinsiemi di batteri appartenenti alle seguenti famiglie di clostridi come la 
specie del cluster IV, XIVa e XVIII sono in grado di produrre SCFA dalla 
fermentazione dei polisaccaridi complessi. In particolare, la produzione di SCFA 
(acetato, propionato, butirrato) da parte di questi batteri favorisce l'espansione e 
l'attivazione delle cellule T regolatorie del colon (Tregs) e la produzione da parte delle 
CEI di TGF-β.42,43 In particolare, il butirrato modifica il profilo di produzione di 
citochine inducendo la secrezione di potenti citochine anti-infiammatorie come IL-
10.44,45
 L’acetato favorisce la risoluzione dei processi di infiammazione intestinale 
attraverso il recettore accoppiato alla proteina G, Gpr43.
46
 GPR 43 è espresso sulle 
cellule Treg del colon, favorendo la loro espansione in risposta alla presenza di alte 
concentrazioni acetato e conferisce protezione all’epitelio in un modello sperimentale 
di colite indotta sul trasferimento adottivo di cellule T in riceventi linfopenici.
41
 Il 
rilevamento di energia derivata produzione batterica da parte delle DC è un altro 
modo per accoppiare informaizioni sull’ambiente intestinale e e la risposta 
immunitaria.
47
 I sensori cellulari di risorse energetiche sono regolati da proteine 
chinasi attivate da AMP, esempio il mammalian target della rapamicina (mTOR). 
Questo pathway coinvolge entrambi i bracci del sistema immunitario, sia quello 
innato e che quello adattativo, e induce la generazione di cellule Th17 attraverso la 
secrezione di citochine IL-6 e IL-23, 
48
 la maturazione e l'attività delle cellule 
dendritiche, l’inibizione dello sviluppo Treg, la promozione della differenziazione di 
Th1, Th2 e Th17 cellule, la regolazione del traffico delle cellule T CD8 +, e 
l'inibizione della memoria T cellule formation.
47,49
  
Inoltre, in modelli specifici di malattie autoimmuni, specifiche specie batteriche sono 
state associate con la presenza di alcuni sottoinsiemi di cellule T con attività pro-
infiammatoria indotti dalle DC in un modo non ancora completamente chiariti. Ad 
esempio, in un modello murino di artrite autoimmune, l'introduzione di batteri 
filamentosi nell'intestino dei topi è associato con l'espansione di Th17 sottoinsieme di 
CD4 + T cells attraverso un meccanismo ancora non del tutto chiarito.
50 
 
Il Micorbiota intestinale e il trapianto di cellule staminali emopoietiche 
L’evoluzione del MI durante il TCSE 
 
La struttura del MI prima del trapianto è paragonabile a quella di un individuo sano, 
in termini di ricchezza e di diversità dell’ecosistema sia negli adulti che nei bambini 
51-53. E’ anche efficiente in termini di produzione di SCFA, che rappresentano il. 
biomarcatore più affidabile di una configurazione mutualistica microbiota-ospite.
6
 
Questa osservazione dimostra l'elevata dinamicità del MI, che è in grado di recuperare 
la normale struttura prima del TCSE, nonostante i trattamenti ricevuti da questi 
pazienti in termini di chemioterapia ed antibioticoterapia (Figura 1). Infatti, il TCSE e 
tutte le procedure associate ad esso (regime di condizionamento, esposizione ad 
antibiotici, dieta e profilassi antiacido), rappresentano un evento sconvolgente che 
determina una profonda modificazione della struttura MI e la rottura del suo assetto 
mutualistico.
51,52
 In particolare, durante il periodo di neutropenia, la ricchezza di 
specie dell'ecosistema intestinale (alfa-diversità) diminuisce di circa il 30% rispetto al 
pre-TCSE. Il MI subisce una massiccia 'invasione' di nuove specie e <10% delle 
specie preesistenti è conservata. Queste alterazioni portano ad una perdita della 
struttura
51
 con comparsa di dominazioni da parte di enterococchi o streptococchi in 
circa i 2/3 dei pazienti.
54
 Questa profonda modificazione del MI è accompagnata 
anche da una perdita nell'abbondanza delle specie associate ad un assetto mutualistico, 
esempio Faecalibacterium e Ruminococcus.
51
 Fattori specifici associati a specifici 
mutamenti sono: trattamento con ciprofloxacina orale e antibiotici ad ampio spettro 
sistemico. Una possibile spiegazione di questo fenomeno è che i batteri commensali 
sono importanti induttori di AMP, come alfa-defensine prodotte dalle cellule Paneth, 
selettivamente attivi contro i batteri non commensali.
55
 Una esposizione prolungata a 
questi antibiotici, provoca una riduzione marcata di batteri commensali produttori di 
AMP.56 Questa riduzione si traduce in una crescita esponenziale di ceppi batterici 
patogeni come gli enterococchi.  Nei pazienti con GvHD intestinale una marcata 
riduzione della secrezione di α-defensine, è verosimilmente causata dalla distruzione 
delle cellule Paneth da parte della risposta allogenica delle cellule T, con conseguente 
aumento dei ceppi batterici patogeni.
57
  
È interessante notare che una piccola percentuale di specie batteriche resiste durante il 
TCSE ed è conservata durante l'intera indagine longitudinale. Queste specie 
persistenti potrebbero agire come "fondatori" del processo di ricostruzione 
dell’ecosistema.51 Infatti, specie come i Bacteroides, che sono le più rappresentate tra 
quelle persistenti, sono noti per agire come un serbatoio batterico favorendo la 
colonizzazione a lungo termine o la ripopolazione dell'intestino dopo la distruzione 
dell’ecosistema.58-60 Al contrario, la grande maggioranza dei filotipi osservati durante 
il TCSE sono di nuova acquisizione ed invadono solo temporaneamente l' ecosistema. 
Infatti, dopo un periodo di circa 60 a 100 giorni dopo TCSE, l’ecosistema recupera la 
quantità iniziale di ricchezza, e la struttura normale che si osservava prima del TCSE 
dimostrando l'elevata dinamicità del MI. 
 
L’impatto clinico del microbiota intestinale nel trapianto allogenico di cellule 
staminali emopoietiche 
E’ stato recentemente dimostrato l'impatto del MI sull’outcome del TCSE. In 
particolare, la diversità della comunità microbica intestinale è un fattore predittivo 
affidabile di mortalità generale nei pazienti trapiantati. In una coorte di 80 adulti 
trapiantati, la diversità intestinale del MI all'attecchimento ha permesso di definire tre 
gruppi con sopravvivenza generale diversa a tre anni, 36%, 60%, e il 67%, 
rispettivamente.
53
 L’aumento del tasso di mortalità era dovuto a cause legate al 
trapianto e non ad una ripresa della patologia di base. Questa osservazione suggerisce 
un legame tra la mancanza di diversità microbica e un rischio aumentato di sviluppare 
infezioni e/o GvHD.
53
  
Inoltre il livello di escrezione urinaria di 3-indoxyl solfato (3-IS), un indicatore 
indiretto di salute del MI, è stato correlato con il rischio di mortalità trapiantologica.
61
 
3-IS è un prodotto del metabolismo del triptofano ed è prodotto da batteri commensali 
che esprimono triptofanasi, agisce come segnale intercellulare nelle comunità 
microbiche, modulando la funzione di barriera della mucosa e l’espressione dei geni 
pro e anti-infiammatori nelle cellule epiteliali intestinali. Bassi livelli di 3-IS, sono 
stati associati con mortalità più elevata correlata al trapianto e con una sopravvivenza 
globale 1 anno dopo TCSE ridotta.
61
 (Tabella 1) 
GvHD  
E’ stato dimostrato sia nel topo che nell’uomo che la GvHD è associata a importanti 
cambiamenti nella composizione del MI.
62
 In modelli murini, le disbiosi specifiche 
associate GvHD sono caratterizzate da riduzione della alfa diversità, aumento dei 
membri degli ordini batterici delle Enterobacteriales (Escherichia, Klebsiella, e 
Enterobacter specie) delle Lactobacillales (Lactobacillus, specie Enterococcus e 
Streptococcus) e dalla riduzione di batteri anaerobi obbligati dell'ordine dei 
Clostridiales (Faecalibacterium, Roseburia, Ruminococcus, Blautia).
57,62,63
  
Un modello murino ha inoltre dimostrato che il microbiota, esso stesso essere in grado 
di modulare la gravità diinfiammazione intestinale. Infatti, eliminando Lactobacillales 
dalla flora batterica intestinale prima del TCSE, è stato dimostrato un aggravamento 
del quadro di GvHD, mentre la reintroduzione di specie predominanti di Lactobacillus 
era in grado di determinare una riduzione significativa della GvHD.
62
  
Un altro elegante modello murino ha valutato l’esposizione alla ciprofloxacina 
rispetto alla somministrazione per via orale di Lactobacillus rhamnosus GG, prima e 
dopo il trapianto, identificando nei topi che ricevevano Lactobacillus rhamnosus GG 
un miglioramento della sopravvivenza e una riduzione del rischio di  sviluppare 
GvHD.
64
 Questa osservazione indica che l'esposizione agli antibiotici prima del TCSE 
modifica il rischio di GvHD intestinale e che la reintroduzione mirata di germi può 
potenzialmente ridurre la gravità di GvHD.  
I dati riscontrati nell'uomo, adulti e bambini sono in linea con quelli trovati in modelli 
murini. In particolare, una diminuzione di Faecalibacterium (Clostridiales) e alte 
percentuali di Enterococcus sono state osservate all’esordio di GvHD.51,52 
Questi ultimi sono microrganismi associati ad un assetto pro-infiammatorio a livello 
intestinale sia nei topi che nell'uomo, per induzione di IL-1 e IL-6, con conseguente 
successiva Th1 e Th17 activation.
52
 La predominanza di enterococchi, unitamente alla 
riduzione dei commensali Faecalibacterium e Clostridiales, considerati importanti per 
il mantenimento della tolleranza intestinale, possono favorire il consolidamento di un 
quadro di infiammazione intestinale.
43,65
 
Un’altra osservazione molto interessante è rappresentata dal fatto che la diversità della 
flora intestinale ed in particolare una percentuale elevata di Blautia (Clostridiales) nei 
giorni successivi al TCSE si associano con una mortalità da GvHD ridotta.
66
  
Infine, il nostro gruppo ha dimostrato pazienti con e senza GvHD GvHD hanno una 
diversa traiettoria temporale di ricostruzione del MI.
51
 I soggetti non-GvHD hanno 
una maggiore abbondanza di membri del phylum Bacteroidetes, noto per la 
produzione propionato.
63
 La produzione di questo SCFA esercita funzioni 
immunomodulatorie sistemiche, come la promozione della extratimica di Treg e la 
loro migrazione intestinale
44
, la stimolazione della emopoiesi di precursori DC con 
una ridotta capacità di attivare la risposta allergica correlata ai linfociti T helper di 
tipo 2 cells.
28
 
 
Infezioni 
Il condizionamento prima del trapianto determina la distruzione in maniera transitoria 
dei granulociti e monociti circolanti e aumenta notevolmente la suscettibilità alle 
infections.
67,68
 In aggiunta le radiazioni e gli agenti chemioterapici determinano un 
profondo danno sulle cellule epiteliali dell'intestino, consentendo ai microbi 
commensali di invadere i tessuti sottostanti e determinando l’invasione del torrente 
ematico.
69
 Di conseguenza, le infezioni batteriche sistemiche sono frequenti durante la 
prima fase successiva al trapianto.
70
 Gli agenti patogeni che rappresentano la causa 
più frequente sono gli Enterococcus Vancomicina-resistenti (VRE), gli Streptococcus 
viridians e i batteri aerobi gram-negativi.
71,72
 In condizioni normali la flora batterica 
residente che colonizza l'intestino umano offre resistenza alle infezioni.
73 
Recentemente Taur et al. ha caratterizzato longitudinalmente il MI di 94 pazienti 
sottoposti a TCSE utilizzando 454 pirosequenziamento dei geni 16S rRNA. Nel corso 
del trapianto sono state osservate variazioni estreme nella flora batterica intestinale e 
in due terzi dei pazienti è stato documentato o un dominio da parte di enterococchi o 
di streptococchi, con un cut-off del 30% della popolazione residente per definire il 
dominio intestinale. Tali profonde modificazioni del MI sono soprattutto correlate al 
forte rischio di sviluppare infezioni ematiche sia da parte di VRE che da parte di 
batteri aerobi gram negativi.
54,70,71,74 
 È interessante osservare che, la dominazione da 
enterococchi è associata ad un aumentato rischio di batteriemia VRE, mentre il 
dominio intestinale da parte di Proteobacteria aumenta il rischio di batteriemia da 
bacilli aerobi gram-negativi. Il tempo mediano tra l’insorgenza di un dominazione 
batterica e lo sviluppo di batteriemia in questi pazienti è stato di 7 giorni.
54
 Il ruolo 
degli antibiotici somministrati durante TCSE sulla diversità MI è stata ampiamente 
valutato. Il metronidazolo è stato associato ad un aumentato rischio di dominazione da 
enterococchi
75
, mentre i fluorochinoloni proteggono dalla colonizzazione di 
proteobacteri, riducendo il rischio di infezioni da gram-negativi.
76 
Questa scoperta 
supporta e chiarifica la ragione degli studi che dimostravano che la profilassi con 
fluorochinoloni in pazienti con neutropenia riduce il rischio da infezioni da gram 
nehgativi.
77
 
 
Prospettive future  
L'aumento delle nostre conoscenze siul rapporto tra MI e sistema immunitario apre 
infinite possibilità diagnostiche e terapeutiche nei pazienti trapiantati. Diverse 
strategie diagnostiche e terapeutiche possono essere ipotizzati per trasferire dal 
laboratorio al letto del paziente questa conoscenza.  
L'identificazione precoce di pazienti ad alto rischio, con maggiore probabilità di 
mortalità da trapianto correlata potrebbe aiutare a prevenire o trattare le complicanze 
potenzialmente letali legate ad una disbiosi del MI. In questo senso la presenza di un 
biomarcatore veloce in grado di determinare la condizione eubiotica del MI sarebbe 
uno strumento prezioso. L’utilizzo  routinario del sequenziamento del MI non è 
attualmente praticabile per motivi tecnici, a causa della lunghezza di preparazione dei 
campioni, amplificazione, sequenziamento e l'analisi. Questi problemi potrebbero 
essere superati grazie alla recente scoperta che i livelli urinari del 3-IS nel periodo 
successico al TCSE rappresentano un valido strumento per valutare la salute 
microbiota e di conseguenza individuare ad alto rischio patients.
61
 La concentrazione 
di REG3α è un biomarcatore valido per GVHD gastrointestinale e permette di 
valutare la risposta alla terapia.
78
  
Potenziali interventi vanno dal trapianto del microbiota intestinale
79-81
, al 
cambiamento della dieta, all'utilizzo di probiotici, e a terapie antibiotiche mirate sulla 
composizione del MI.  
Inoltre, strategie di manipolazione della struttura del MI potrebbero essere sviluppate 
con l'obiettivo di favorire un layout mutualistico. Ad esempio, un recente studio ha 
dimostrato che il MI può rispondere in tempi rapidi ad una dieta composta 
interamente di prodotti di origine animale o vegetale.
82
 In questi studi, il cambiamento 
della dieta stravolge le differenze inter-individuali del MI e modifica l'espressione 
genica microbica. Così, è possibile ipotizzare che una dieta ricca di fibre pre-TCSE e 
possibilmente presto dopo TCSE, possa essere utilizzata per favorire germi produttori 
di SCFA in grado di modulare il recupero immunologico dopo TCSE. Anche 
l’utilizzo di probiotici è stato dimostrato essere in grado di modificare la 
composizione del MI e mediare effetti anti-infiammatori. Allo stato attuale dubbi in 
merito al loro utilizzo dovuti al rischio di sviluppare infezioni resistenti in pazienti 
profondamente immunodepressi ne minano il loro utilizzo nella pratica clinica. Il loro 
uso può comunque rappresentare in futuro un nuovo approccio per la prevenzione 
della GvHD.  
Molto lavoro resta ancora da fare per comprendere meglio il ruolo dei batteri 
intestinali nella ricostituzione immunitaria dopo il TCSE, ma la crescente 
consapevolezza dell’importante ruolo rivestito dal MI dovrebbe spianare la strada a 
nuovi studi sperimentali e clinici, necessari per esplorare i suoi effetti benefici nel 
TCSE. 
 Fig. 1: HSCT procedures temporarily disrupt diversity, individual signature and short-chain fatty acid 
production of the gut microbiota. HSCT resulted in a profound disturbance of the gut ecosystem that 
can be measured in the loss of about 30% in average of the pre-HSCT alpha diversity 
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94 adults 
 - Fecal samples from conditioning 
regimen to day +35 days after HSCT. 
- V1-V3 region of the 16S rRNA gene 
was amplified by means of PCR. 
Purified PCR products were 
sequenced on a 454 GS FLX Titanium 
platform.  
To analyse the 
risk of 
bacteremia 
during HSCT. 
  Bloodstream infection was detected in 22 
(23.4%) patients: 9 were due to VRE, 10 to 
gram-negative bacteria. 
  Enterococcal domination (40.4% of pts) 
increased the risk of VRE bacteremia. Risk 
factors were leukaemia diagnosis and 
metronidazole administration.  
  Proteobacterial domination (12.8% pts) 
increased the risk of gram-negative 
bacteremia. Proteobacteria domination was 
reduced 10-fold by fluoroquinolone 
administration. 
53
 
 
80 adults 
- Fecal samples collected within 7 
days following stem cell engraftment. 
- PCR followed by sequencing for 
microbiota analysis. 
To analyse the 
impact of GM 
diversity on 
mortality 
following 
HSCT  
  The diversity of the intestinal microbiota 
at engraftment is an independent predictor 
of mortality.  
  Based on overall bacterial diversity, pts 
were classified in high, intermediate, low 
diversity groups, which, respectively, 
correspond to survival at 3 years 36%, 
60%, and 67%. 
52
 
 
31 adults 
- Fecal samples collected at a min. of 
3 time points: before HSCT, during 
aplastic period, and on days 21 to 28. 
- NGS of the V3 region of the 16s 
rRNA gene, PCR of enterococci and 
analysis of urinary indoxyl sulphate. 
To monitor 
microbiome 
shifts in the 
course of 
allogeneic 
HSCT. 
 
  A major loss of bacterial diversity 
contributed to intestinal inflammation. 
  Increase in the proportion of enterococci 
and decrease in commensal bacteria was 
prominent in patients who developed GI 
GvHD or suffered from active GI GvHD.  
 
66
 115 adults 
- Fecal samples collected within 4 
days of day 12 after T cell-replete 
HSCT. 
- 1
st
 64-patient cohort: 454 GS FLX 
Titanium platfor. - 2
nd
 51-patient 
cohort: Illumina MiSeq platform to 
sequence the V4-V5 region of the 16S 
rRNA gene. 
To evaluate 
the 
relationship 
between 
GvHD and the 
fecal bacterial 
composition 
after HSCT. 
  Increased bacterial diversity was 
associated with reduced GVHD-related 
mortality.  
  Blautia abundance was associated with 
reduced GVHD lethality and improved 
overall survival. Loss of Blautia was 
associated with treatment with antibiotics 
that inhibit anaerobic bacteria and 
receiving total parenteral nutrition for 
longer durations.  
61
 131 adults 
- Urinary 3-IS was performed by 
reversed-phase liquid 
chromatography– electrospray 
ionization–tandem MS at the time of 
HSCT and early  thereafter  
 
To evaluate 
the correlation 
of urinary 3-IS 
levels as 
predictors of 
outcome of 
HSCT 
  Low urinary 3-IS levels between days 0 
and 10 after HSCT were associated with 
poor early and long-term outcome because 
of an increased frequency of lethal 
complications mostly as a consequence of 
GI GVHD 
51
 
 
 
10 children  
- Fecal samples collected pre-HSCT 
and at least three times after HSCT.  
- V4 region of the 16S rRNA gene 
was ampliﬁed and subsequently NGS 
was performed. GC-MS used to 
determine SCFA production  
 
To analyse the 
connection 
between the 
process of GM 
reconstruction 
GvHD in 
pediatric 
patients 
  GvHD and non-GvHD subjects had a 
different temporal trajectory of GM 
ecosystem recovery after HSCT 
  Speciﬁc dysbiosis associated with GvHD: 
drop of Faecalibacterium and increase of 
Enterococcus. 
  In pre-HSCT samples, non-GvHD pts had 
higher abundances of mutualists 
propionate-producing Bacteroidetes, 
persistind during the HSCT 
La relazione tra il microbiota intestinale e la Graft versus Host Disease 
nel paziente pediatrico sottoposto a trapianto allogenico di cellule 
staminali emopoietiche 
 
Introduzione 
Gli esseri umani condividono uno stretto rapporto mutualistico con più di 100 bilioni 
che vivono nel tratto gastrointestinale, il microbiota intestinale (MI)
13
.  Questo 
immenso ecosistema batterico rappresenta un elemento fondamentale nella 
comprensione della biologia dell’uomo e un fattore strategico nel mantenimento della 
salute. Infatti, il MI ha un ruolo chiave nella nutrizione
83, limita l’accesso e la 
colonizzazione dei batteri enteropatogeni nell’apparato gastrointestinale84 ed inoltre 
favorisce l’educazione e la preservazione dell’omeostasi del sistema immunitario 
dell’ospite6,7.  
Molte delle funzioni fisiologiche del MI dipendono dalla produzione di metaboliti, 
come gli acidi grassi a corta catena (butirrato, acetato, propionato), che sono 
l’elemento finale della fermentazione dei polisaccaridi complessi nell’intestino.  
Questi metaboliti controllano la produzione e il deposito di energia da parte 
dell’ospite85 e soprattutto regolano la relazione tra il sistema immunitario dell’ospite e 
il microbiota intestinale
44,86
. Gli acidi grassi a corta catena, tra le loro altre funzioni, 
stimolano il rilascio di mucina e rinforzano la struttura epiteliale
87,88
. 
La mappa del MI mediante il sequenziamento di nuova generazione permette la 
rilevazione di un immenso livello di diversità di specie ed uno straordinario grado di 
specificità individuale dell’ecosistema microbico89. Infatti ogni soggetto possiede uno 
specifico sottoinsieme di centinaia di specie delle migliaia che costituiscono il MI. In 
un soggetto sano la struttura del MI contribuisce attivamente all’omeostasi metabolica 
ed immunologica del partner
90 
e persiste per anni mostrando il potenziale per 
modellare molti aspetti delle nostre caratteristiche biologiche
91
. 
Numerose circostanze possono modificare la struttura del MI da una configurazione 
mutualistica, in grado di promuovere la salute, ad una struttura caratterizzata da bassa 
diversità microbica che si associa all’insorgenza di patologie infiammatorie 
immunomediate
12
. Le disbiosi intestinali sono, infatti, coinvolte nelle malattie 
infiammatorie intestinali, nell’allergia e nel diabete di tipo II26. Questa osservazione 
sottolinea ulteriormente l’importanza dell’interazione tra il sistema immunitario e il 
MI, il quale, se compromesso, favorisce a livello sistemico un processo infiammatorio 
patologico
7,27,28
. 
La graft versus host disease acuta, o malattia contro l’ospite, (aGvHD) è un disturbo 
immunologico che colpisce molti organi, compresi il tratto gastrointestinale, fegato e 
pelle,92 e rappresenta la principale complicanza immuno-mediata del trapianto di 
cellule staminali emopoietiche (TCSE), limitando così il suo utilizzo93,94. Alla luce 
della capacità della flora intestinale di modulare l’immunità sistemica e locale 
dell’ospite,27 è stata avanzata l'ipotesi che il mantenimento di un assetto mutualistico 
della flora intestinale potesse essere un driver strategico per prevenire l'insorgenza di 
aGvHD95. Gli studi pioneristici che hanno esplorato il legame tra GvHD intestinale e i 
batteri residenti52,57,62,63,96 hanno riportato l'aumento di batteri opportunistici durante o 
dopo l'insorgenza aGvHD. Tuttavia, solo due di questi studi sono stati condotti su 
esseri umani,52,62 mentre la maggioranza hanno utilizzato modelli murini.57,63,96,  Inoltre, 
anche se vi è un accordo generale nel riportare un profondo cambiamento del MI negli 
esseri umani dopo il TCSE,52,53,57,63,96 nessuna analisi longitudinale è mai stata 
effettuata, e nessuna informazione è disponibile sull’associazione tra la traiettoria di 
ricostruzione della flora intestinale dopo trapianto e l'insorgenza di aGvHD. 
L’importanza della ricostruzione post-trapianto della flora intestinale è stata inoltre 
documentata dal recente riscontro che la diversità della flora intestinale all’ 
attecchimento rappresenta un predittore indipendente di mortalità negli adulti 
sottoposti a TCSE
.53
 
Lo scopo di questo studio è pertanto valutare l’eventuale legame tra il processo di 
ricostruzione del MI dopo TCSE e la comparsa di GVHD acuta in pazienti pediatrici.  
 
Materiali e Metodi 
Pazienti  
Lo studio è stato approvato dal comitato etico dell’Ospedale Sant’Orsola Malpighi 
(ref. number 19/2013/U/Tess). 10 pazienti sono stati arruolati dopo aver ottenuto il 
consenso informato da parte dei genitori.  I criteri d’inclusione sono stati: la raccolta 
di un campione fecale prima del TCSE ed almeno 3 campioni valutabili dopo il 
TCSE,  in maniera da avere una valutazione longitudinale. I criteri di esclusione erano 
la mancanza dell’ottenimento del consenso informato materiale insufficiente per 
l’estrazione del DNA batterico. I dati demografici e trapiantologici sono riportati nella 
tabella 1. Il regime di condizionamento era basato sull’utilizzo del busulfano in utti i 
pazienti. Tuti i pazienti erano in una stanza con filtri HEPA e hanno ricevuto misure 
profilattiche standard per prevenire infezioni, incluso la levofloxacina per la 
decontaminazione intestinale dall’inizio del regime di condizionamento fino 
all’attecchimento dei neutrofili e alla ripresa dell’alimentazione per via orale.77 Tutti i 
pazienti hanno ricevuto antibiotici per il trattamento della febbre in corso di 
neutropenia durante il periodo di studio. In particolare i pazienti con GVHD sono stati 
hanno avuto la stessa esposizione agli antibiotici rispetto ai pazienti che non hanno 
presentato GVHD (rispettivamente 11.3 giorni vsper i pazienti senza GVHD e 10.9 
giorni per i pazienti con GVHD). Aciclovir e fluconazolo sono stati somministrati per 
la profilassi antivirale ed antifungina.
97,98
 Tutti i pazienti hanno osservato un tempo di 
digiuno che andava dal giorno del TCSE a quello dell’attecchimento.  
Cinque pazienti su 10 hanno presentato GVHD, 4 cutanea (grado I-III) e un pazienti 
di grado IV (tabella 1), gradata secondo il sistema di Seattle.
99
 
 
16S rRNA gene pyrosequencing, l’analisi bioinformatica e gas cromatografia-
spettrometria di massa 
Il DNA batterico dai campioni di feci è stato estratto mediante DNeasy Blood and 
Tissue Mini Kit (Qiagen, Duesseldorf, Germany) come riportato da Salonen et al.
100
 
La regione V4 del gene 16S rRNA è stata amplificata utilizzando i 520F e 802R, 
come nello studio di Centanni et al.
101 
Il pyrosequencing degli ampliconi amplificati è 
stato eseguito in accord al protocollo di sequenziamento GS-FLX Titanium
102 
Le 
reads di sequenziamento sono state analizzate utilizzando le pipeline QIIME.
102
  Per 
l’assegnazione batterica tassonomica è stato utilizzato il classificatore RDP (version 
2.2). La diversità alfa è stata analizzata utilizzando Shannon, PD whole tree, Chao1 e 
la metrica delle specie osservate. Le distanze pesate e non-pesate UniFrac distances 
sono state utilizzate per l’analisi delle principali coordinate (PCoA), utilizzando il 
pacchetto R Stats e Vegan.  L’analisi degli acidi grassi a corta catena è stata condotta 
come descritto da Schnorr et al. Mediante l’utilizzo della Gas cromatografia-
spettrometria di massa
102 
e la concentrazione degli acidi grassi a corta catena è stata 
espressa in μmol/g di feci.  
 
Statistica generale 
Le differenze significative sono state valutate mediante Mann–Whitney U test. 
Quando appropriato i paired test sono stati utilizzati. Il confronto tra α- e β-diversità 
dei gruppi è stato eseguito mediante Wilcoxon signed-rank test.  
La correlazione di Kendall è stata calcolata utilizzando la funzione cor.test (R package 
Stats). I valori di P sono stati corretti per comparazioni multiple utilizzando il metodo 
Benjamini–Hochberg; il riscontro false discovery rate (FDR) <0.05 è stato 
considerato statisticamente significativo. 
Risultati 
Le procedure correlate al trapianto distruggono la diversità, la signature 
individuale e la produzione di acidi grassi a corta catena del microbiota  
I profili filogenetici basati sul 16S rRNA di un totale di 53 campioni di feci stool 
samples,, con un minimo di 4 time-point per soggetto sono stati analizzati mediante 
454 pyrosequencing della regione ipervariabile V4. Le reads sono state raggruppate in 
6895 unità tassonomiche operazionali (OTU) con un 97% di identità. Al fine di 
valutare l'impatto complessivo del trapianto e di tutte le relative procedure sul 
microbiota intestinale , abbiamo studiato la ricchezza e la diversità dell’ecosistema nel 
campione pre-trapianto, nei primi campioni post–trapianto disponibili (circa 
corrispondente all’attecchimento) e negli ultimi campioni disponibili (come punto di 
riferimento di recupero completo). 
Il TCSE ha determinato una profonda alterazione dell’ecosistema intestinale che può 
essere misurata in una perdita del 30% in media della alfa diversità pre-TCSE secondo 
l’indice Chao1 (rapporto medio post-TCSE/pre-TCSE 0.68, FDR-corrected paired 
Mann–Whitney U test P = 0.0078). Al contrario, confrontando la diversità alfa dei 
campioni pre-trapianto con gli ultimi campioni disponibili per ogni soggetto, è 
evidente che l'ecosistema recupera l’iniziale quantità di diversità (rapporto medio 0,94 
; Figura 1a) . Il valore medio di distanze UniFrac ponderata tra i campioni di pre-
trapianto era significativamente inferiore a quella ottenuta tra campioni post-trapianto 
(P<0.001), dimostrando un aumento dell'diversità del MI inter-soggetto dopo il 
trapianto.   
D'altra parte, gli ultimi campioni disponibili hanno mostrato un livello comparabile di 
diversità tra i soggetti rispetto ai campioni pre-trapianto, suggerendo un progressivo 
recupero dell’ecosistema (Figura 1b). Per quantificare l'effetto di questo evento 
sconvolgente sull'architettura dell’ecosistema, abbiamo quantificato la perdita e 
successivo recupero di OTU. Il TCSE è stato associato ad una perdita della signature 
individuale della composizione della flora intestinale dato che i campioni degli stessi 
soggetti non si raggruppavano insieme in analisi multivariata. 
Infatti, solo 8,3 ± 4,9% della OTU nei campioni pre-trapiantati sono stati conservati 
nei campioni post-trapianto, per lo più assegnato alla phyla Firmicutes (66,7%) e 
Bacteroidetes (27,5%). 
Una piccola percentuale di OTU era sotto il limite di rilevabilità nei campioni post-
trapianto, ma è 'riapparso' negli ultimi campioni disponibili (5,9 ± 4,7%); di nuovo, 
queste sequenze sono state assegnate principalmente ai Firmicutes (73,6%). L’ 89,3 ± 
4,6% della OTU nei campioni successivi al trapiantato era nuovo e transitorio (cioè 
non rilevabile nell’ ultimo campione disponibile di ciascun paziente). Il microbiota 
fecale dell'ultimo campione disponibile di ciascun soggetto era comporto per l’86,1 ± 
9,7% di OTU che non erano presenti nei campioni pre-trapianto sia nei pazienti con 
GvHD che nei pazienti senza GvHD. 
Per ottenere un'indicazione del mantenimento o della interruzione della funzionalità 
dell'ecosistema intestinale, abbiamo quantificato il contenuto di acidi grassi a catena 
corta in campioni fecali. La quantità fecale di acidi grassi a catena corta è diminuito 
del 76% dopo il trapianto sia in soggetti con GvHD che in quelli senza GvHD (media 
rapporto post-trapianto/pre-trapianto 0,23, FDRcorrected accoppiato Mann-Whitney 
U test; P = 0,016). L’acetato e il butirrato si sono ridoti rispettivamente del 64% e del 
77%, (rapporto medio post-trapianto/pre-trapianto 0,17 e 0,16, rispettivamente; FDR 
corretta accoppiato Mann-Whitney U test P = 0,023 e 0,011, rispettivamente). La 
concentrazione del propionato è risultata essere la più ridotta, con una perdita media 
dell’86% nel primo campione post-trapianto rispetto alla pre-trapianto (rapporto 
medio post-trapianto/pre-trapianto 0,14, FDR-corretto accoppiato Mann-Whitney U 
test, P = 0,018). Confrontando la quantità di acidi grassi a catena corta nei campioni 
pre-trapianto con gli ultimi campioni disponibili per ciascun soggetto, il microbiota 
intestinale sembra recuperare la funzionalità iniziale sia in termini totali di acidi grassi 
a catena corta (rapporto 1.23 dire; abbinato Mann Whitney test P = 0.73) che di 
produzione di propionato (rapporto medio 1,09; appaiati Mann-Whitney U test P = 
0.82) . 
La signature del microbiota intestinale associata alla GvHD  
Al fine di evidenziare le peculiarità del processo di ricostruzione post-trapianto della 
flora intestinale nei soggetti con e senza GvHD, le traiettorie temporali del MI sono 
state costruite e confrontate. Con questo obiettivo, 
i campioni sono stati raggruppati in quattro intervalli di tempo: pre-trapianto; 0-35 
giorni dopo il trapianto (intervallo in cui si è verificato l'attecchimento e, nel nostro 
studio, la diagnosi della aGvHD); 35-65 giorni dopo il trapianto; e >65 giorni dopo il 
trapianto (Figura 2). L’analisi PCoA delle distanze UniFrac ponderate (Figura 3a) ha 
dimostrato che i campioni dei soggetti  con GvHD presi nell'intervallo di tempo 
compreso tra 0 e 35 giorni dopo il trapianto, si sono raggruppati nella parte destra del 
grafico PCoA (P<0.05), mostrando che l'insorgenza della GvHD è associata a valori 
superiori sull'asse pCO2
35
 (Figura 3b). I campioni dei pazienti con GvHD, prelevati 
entro l'intervallo di 0-35 giorni, mostrano valori significativamente più elevati di 
pCO2 rispetta tutti gli altri campioni (Po0.05). È interessante notare che, pCO2 era 
correlata positivamente (P<0.05) per i membri del genere Enterococcus e Clostridiales 
non assegnati, mentre Faecalibacterium e Ruminococcus hanno mostrato una 
correlazione negativa con pCO2 (P<0.05). Questo suggerisce che la GvHD coinvolge 
la crescita eccessiva di Enterococcus e Clostridiales e una corrispondente diminuzione 
di Faecalibacterium e Ruminococcus. A conferma di questi risultati, i membri del 
genere Enterococcus sono stati trovati in concentrazione significativamente più alta 
nei campioni dei pazienti con GvHD, nel periodo compreso tra 0 e35 giorni dopo il 
trapianto, rispetto alla concentrazione trovata nei pazienti senza GvHD (mediana 
1,9% per aGvHD, 0,01% per nonGvHD; p = 0,016); l’abbondanza di Enterococcus 
era significativamente superiore anche nei campioni pre-trapianto dei soggetti con 
GvHD (mediana 0,03%, p = 0,05), confermando l'associazione con la diagnosi GvHD. 
Una tendenza opposta è stata trovata per il Faecalibacterium, germe con riconosciute 
proprietà immunomodulatorie, (valori mediani: pre-trapianto del 12,5%, 0-35 giorni 
0,5%; p = 0,06). Per capire meglio la capacità della GvHD di influenzare la struttura 
complessiva del microbiota, a livello di phylum, sono inoltre state valutate le 
dinamiche temporali della flora intestinale nei pazienti con e senza GvHD. Sono 
emerse diverse tendenze per i due più abbondante phyla nell'ecosistema intestinale: 
Firmicutes e Bacteroidetes. I soggetti con GvHD hanno mostrato un calo della 
concentrazione dei Firmicutes dopo il trapianto, e poi hanno recuperato una elevata 
concentrazione di Firmicutes pari a quella iniziale; tale tendenza distintiva non è stata 
osservata invece nei soggetti senza aGvHD (Figura 4a). In maniera più interessante, i 
campioni dei soggetti con GvHD mostravano una concentrazione inferiore dei 
membri delle Bacteroidetes in tutti gli intervalli di tempo considerati rispetto ai 
soggetti senza GvHD, e la differenza è risultata significativa nei campioni pre-
trapianto (mediana 0,11% per GvHD, 14,8% per i non-GvHD; P=0.05) (Figura 4b).  
L’ecosistema intestinale pre trapianto nei bambini che sviluppzno o no GvHD  
L'osservazione delle differenze nella composizione pre-trapianto del 
microbiota intestinale dei pazienti con GvHD rispetto a quelli senza soggetti non 
aGvHD, caratterizzata da una maggiore abbondanza relativa di Bacteroidetes (Figura 
4b), ci ha portato ad esplorare la possibilità che la flora intestinale dei bambini che 
non sviluppano GvHD abbia delle peculiarità fin dalla fase pre-TCSE. Infatti, l’ 
ecosistema intestinale dei soggetti GvHD presentava una diversità ed una ricchezza di 
specie inferiori nei campioni pre-trapianto rispetto a quella dei soggetti non GvHD. I 
campioni pre-trapianto dei pazienti con GvHD hanno mostrato inoltre una minore 
concentrazione di due importanti membri del phylum Bacteroidetes, rispetto ai 
campioni pre-trapianto dei pazienti senza GvHD: Bacteroides (mediana 6,6% per i 
non-aGvHD pazienti, 0,1% per i pazienti GvHD; P = 0.05) e Parabacteroides 
(mediana 1,8% per i pazienti non-GvHD, 0% per i pazienti aGvHD; 
P=0.06). Inoltre le concentrazioni relative di Bacteroides e Parabacteroides 
nei campioni pre-trapianto sono risultati significativamente 
correlate alla quantità di propionato (P<0.03).  
Inoltre, i campioni pre-trapianto dei soggetti che non hanno sviluppato GvHD 
presentavano valori significativamente più elevati di propionato (mediana 0,49 vs 
0,26 mmol/g; p = 0.06) e di acidi grassi a catena corta totali (mediana 3.9 vs 2.7 
mmol/g; P = 0,1), mentre i valori più elevati di acetato e butirrato erano tutt'altro che 
significativi (mediana 3,0 vs. 1,8 mmol/g; P = 0,28 per l’acetato; mediana 0,34 vs 
0,49 mmol/g; P=0,41 per il butirrato). È interessante notare che i Bacteroides erano il 
genere più rappresentato tra le OTU conservate dalla fase pre-trapianto all'ultimo 
campione a disposizione di ciascun soggetto (20%), e le OTU assegnate a questo si 
sono conservate o sono 'riapparse' in quattro dei cinque soggetti senza GvHD (33 
OTU in totale), mentre solo in due soggetti con GvHD (12 Otus in totale). 
 
 
Discussione 
Il nostro studio ha evidenziato che, nei pazienti pediatrici sottoposti a TCSE e a tutte 
le procedure correlate ad esso, come ad esempio l'uso in profilassi della levofloxacina, 
si osserva un profondo stravolgimento dell'ecosistema batterico intestinale e una 
perturbazione del suo patrimonio mutualistico.  
Prima del trapianto la flora intestinale dei soggetti arruolati presentava un profilo 
paragonabile a quello di un soggetto pediatrico sano, sia in termini di struttura, che 
nella produzione degli acidi grassi a corta catena.
1,2,41
 Dopo il trapianto, invece 
abbiamo assistito ad un cambiamento rilevante dell'ecosistema intestinale, 
caratterizzato da una massiccia ‘invasione' di nuove specie e dalla conservazione di 
<10% delle specie preesistenti. 
Questo grado di variazione dell'ecosistema supera ampiamente il normale grado di 
variabilità temporale della flora intestinale, che comporta la variazione di circa il 40% 
delle specie totali in un periodo di 5  anni.
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Questo profondo cambiamento del microbiota dopo il TCSE è stato caratterizzato da 
una riduzione della concentrazione di specie in grado di promuovere la salute, come 
ad esempio il Faecalibacterium e il Ruminococcus, e da una conseguente ridotta 
produzione di acidi grassi a corta catena.  
Inoltre la struttura individuale del MI di ogni soggetto viene persa nel corso del 
TCSE, e la flora batterica osservata nei campioni dello stesso soggetto non è più 
simile rispetto a quella trovata nei campioni di pazienti differenti. La grande 
maggioranza dei filotipi osservati come nuova acquisizione dopo il TCSE invade solo 
temporaneamente l'ecosistema e viene successivamente sostituita durante la fase di 
ricostruzione dell’ecosistema. Questo processo è rispecchiato dal temporaneo 
aumento della diversità inter-individuale della flora intestinale dopo il trapianto. Tutte 
queste osservazioni suggeriscono che il TCSE favorisce un'invasione temporanea di 
microrganismi alloctoni nell'intestino. Dopo circa due mesi dal giorno del trapianto, 
l'ecosistema recupera sia la ricchezza iniziale che la capacità metabolica.  
È interessante anche notare che una piccola percentuale di specie batteriche resiste 
allo stravolgimento della flora legato alle procedure del trapianto. Queste specie sono 
conservate durante il periodo di osservazione oppure la loro concentrazione si riduce 
sotto il limite di rilevazione, come conseguenza dello sconvolgimento dell'ecosistema, 
e 'riappare' successivamente. Queste specie persistenti potrebbero agire come 
"fondatori" in grado di ricostruire un ecosistema sano una volta che le condizioni lo 
consentono. Infatti, le specie Bacteroides, che sono le più rappresentate tra quelle 
persistenti, sono note per agire come un serbatoio batterico in grado di mantenere la 
colonizzazione a lungo termine o ripopolare l'intestino dopo un distruzione 
dell’ecosistema.58-60 
In questo studio abbiamo inoltre dimostrano che i pazienti con e senza GvHD 
presentano una diversa traiettoria temporale di ricostruzione del MI dopo il trapianto. 
In particolare, l'esordio di GvHD è associato alla presenza di disbiosi specifiche 
dell'ecosistema intestinale nel primo mese dopo il trapianto. Queste disbiosi sono 
caratterizzate da un calo dell'abbondanza dei Faecalibacterium e da alte 
concentrazioni di di Enterococcus, dato confermato anche negli adulti da Holler et 
al.
52
 I campioni dei pazienti con GvHD mostravano inoltre una  elevata 
concentrazione di sequenze non assegnate, dato che potrebbe essere indicativo di una 
maggiore invasione dell'ecosistema da parte di batteri opportunisti sconosciuti. 
Ancora più interessante è il dato che i pazienti con e senza GvHD possiedono anche 
una diversa composizione pre-trapianto della flora intestinale. I soggetti che non 
sviluppano GvHD hanno una flora intestinale pre-TCSE caratterizzata da una 
maggiore abbondanza di membri del phylum Bacteroidetes, in particolare 
Parabacteroides e Bacteroides. Questa struttura della flora intestinale si proietta 
successivamente caraterizzando un percorso distintivo di ricostruzione post-trapianto 
del microbioma. 
È interessante notare che i Bacteroidetes sono noti per la produzione di propionato 
dalle fibre introdotte con la dieta
59
 e che, in questo studio, la loro concentrazione pre-
trapianto era correlata con la concentrazione fecale di propionato. Questo prodotto 
della flora intestinale ha la capacità di esercitare funzioni immunomodulatorie a 
livello sistemico, come la promozione della produzione extratimica delle cellule T e la 
loro migrazione nell'intestino,
44
 nonché l’aumento della produzione emopoietica di 
precursori di cellule dendritiche con bassa affinità per i linfociti T helper-2 allergia-
correlati.
28-103
 
I limiti di questo studio sono stati legati alla difficoltà di arruolamento di bambini 
affetti da patologia oncologica e soprattutto il rispetto dei time-point temporali 
previsti dallo studio per l’ottenimento dei campioni. Pertanto considerando il numero 
di soggetti arruolati, questo studio può essere considerato uno studio pilota.  
Tuttavia, il nostro studio indica, con la necessaria prudenza dovuta ad uno studio 
pilota, che la struttura della flora intestinale può rappresentare un possibile fattore 
coinvolto nella GvHD.
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Infatti è possibile ipotizzare che una configurazione della 
flora intestinale pre-trapianto ricca in Bacteroidetes, produttori di propionato, possa 
favorire una traiettoria mutualistica di recupero dell'ecosistema dopo il trapianto.  In 
questa maniera il MI potrebbe influenzare positivamente l'omeostasi del sistema 
immunitario a livello sistemico, grazie alle capacità immunomodulatorie del 
propionato stesso, ed in ultima analisi riducendo il rischio di GvHD. In questo 
scenario, potrebbe essere importante cercare strategie per manipolare la struttura della 
flora intestinale pre-trapianto. Per esempio, una dieta ricca di fibre potrebbe essere 
utilizzata per favorire la crescita di gruppi batterici produttori di acidi grassi a corta 
catena, come i membri Bacteroidetes, che potrebbero a loro volta essere coinvolti 
nella modulazione del recupero immunologico dopo trapianto e, possibilmente, 
riducendo il rischio di sviluppare GvHD.  
Tabella 1. Caratteristiche cliniche ed anagrafiche dei soggetti arruolati. 
 
 
Figura 1. Andamento della diversità e della varibilità dell'ecosistema intestinale. 
La diversità della flora intestinale, espresso come indice Chao1 (a), e come variabilità tra i soggetti 
(beta-diversità), espressa come distanza Unifrac non ponderata (b), sono state riportate come grafici a 
barre per i campioni pre-trapianto (bianco), il primo campione disponibile dopo trapianto (grigio 
chiaro) e gli ultimi campioni disponibili (come punto di riferimento per il recupero di ciascun paziente) 
(grigio scuro). 
 
 
 
Figura 2. Schematizzazione del tempo di campionamento per ogni soggetto arruolato. Il giorno del 
trapianto (punti verdi), la diagnosi di GvHD (punti rossi) e la raccolta del campione fecale (punti neri) 
sono tracciati su una linea temporale, con la distanza dal trapianto espresso in giorni. Quattro intervalli 
di tempo sono stati definiti al fine favorire le analisi statistiche: campioni di pre-trapianto (giallo), 0-35 
giorni dopo trapianto (arancione), 35-65 giorni dopo il trapianto (rosso), e >65 giorni dopo il trapianto 
(rosso scuro).  
 
 
Figura 3. La struttura del MI nei pazienti con GvHD.  
PCoA basata sulle distanze UniFrac calibrate del MI (a); campioni prelevati prima del trapianto 
(giallo), tra 0 e 35 giorni dopo il trapianto (arancione), tra 35 e 65 giorni dopo il trapianto (arancione), e 
>65 giorni dopo il trapianto (rosso scuro), sia per i pazienti con GvHD (cerchi) che senza GvHD 
(tringles). Il secondo e terzo componenti principali (pCO2 e pCO3) sono stati mostrati.  
Le coordinate pCO2 per ciascun gruppo di campioni sono state indicate (B), utilizzando lo stesso 
codice colore. E’ stata infine indicata la significatività delle differenze tra le coordinate pCO2 dei 
campioni prelevati nell'intervallo 0-35 giorni dopo il trapianto dei pazienti con GvHD e tutti gli altri 
gruppi  
 
 
Figura 4. Dinamica temporale a livello di phylum del MI.  Sono stati realizzati grafici a barre che 
mostrano l’abbondanza relativa di Firmicutes (a), Bacteroidetes (b) ed i batteri non assegnati (c) in tre 
intervalli di tempo (pre-trapianto, 0-35 giorni e 35 -65 giorni dopo trapianto) per i pazienti con (grigio)  
e senza GvHD (bianco). 
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